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　　　Tumor－specific　cellular　immunity　to　tumor　antigens　was　demonstratedかポ紘’・o　by　mixed　lymphocyt
tumor　intefaction（MLTI），　Tumor．antigens　weエe　extracted　fエom　3－methylcholanthrene　induced丘bτo－
sarcomas（KMT－17）with　3　M　KCI．　Spleen　cells　from　rat．s　immunized　with　KMT－17　tumo．r　by　ligation－
free　technique　had　a　strong　reactivity　in　MLTI　and　co．uld　neutrlize　the　tumor　challenge（Winn　te．st）．
The　MLTI　respons．es　and　tumor　neutralization　e仔ects　of　tumor－ilnmune　spleen　cells　were　abolished　by
treatment　wi亡h　ant卜T　serum　and　complement　but　not　by　ny1Qn　wool　passage，　indicating　that　the　respon－
sible　cell　type　in　MLTI　and　Winn　assay　was　the　T　ce11．　Since　this　MLTI　reactio．n　had　tumor　speci丘．city，
tumor　antigehs　extracted　with　3　M　KCI　appear　t．o　be　tumQr－speci丘。　a血tigens（TSA）．
　　　Impairment　Qf　lymphoprolifera．tive　response　to　PHA　and　ih　MLC　and　MLTI　was　detected　in　the
sp1．eens　of　rats　bearing　KMT－17　tumors．　The　residual　cells　afte．r　depletion　Qf　macrophages　from　tu皿or－
be．arer’s．spleen　cells　could　respond　to　PH．A　and　MLC　but　not　tQ　MLTI，　When　the　spleen　cells　or
thymus　cells　from　tumor　bearing　rats　were　added　to　PHA，　MLC　and　MLTI　responses，　spleen　ce．lls
suppre．ssed　PHA，　MLC　and　MLTI　responses，　whereas　thymus　cells　suppressed　MLTI　respon．ses　bu亡
not　to　PHA．　Evidence　was　presented　for　two　distinct．suppressor　cell　systems，　one　of　which　was　the
supPressor　T　cell　system　and　the　other　of　whi．ch　was　the　supPressor　macrophag．e　system．　SupPressor　T
cells　were　demonstrated　in　both　the　tumor－bearefs　thy．mus　cells．　and　spleen　cells，．　while　suppressor
macrophages　were　demonstrated　in亡he　tumor－bearer’s　spleen　cells．　T　cells　suppressed　only　MLTI
responses　while　mac．rophages．　supPressed　nQt　only　MLTI　but　also　PHA　and　MLC　respons．es．．　These
suppressQr　cells，　although　suppressing　lymphobIastogenic　respons6s，　could　nQt　impair　the　activity．　of
tumor－imlnune　spleen　cells　to　neutralize　tumor　growth．　These　result．s　suggest　that　two　different　sup－
pressor　mechanisms　are量nvolved　in　im．munodepre．ssion　observed　in　tumor－bearing　hosts，　which　may
have．some　relation　tQ　the　so－called‘escape’mechanism　in　tumor　immunity．
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1　緒 言
　担癌動物の．腫瘍に対する免疫応答に関しては，種々の報
告がある．Taked．a礁αZ．1）は．，3－Methylcholanthrene．
（3－MC）でラットに誘発した線維肉腫を用い，自家腫瘍系
で，腫瘍特異的移植抵抗性を検討した．またKikuchi‘～’
αZ、2）はCr51遊離細胞障害．試験を用いて免疫リンパ球の腫
瘍特異的細胞障害性を証明し，それが自家腫瘍移植抵抗性
と相関することを観察した．これら腫揚拒絶に働く免疫応
答は，腫瘍細胞膜．に存在する腫瘍特異抗原（TSA），とくに
腫瘍特異的移植抗原（TSTA）によって引ぎおこされると
考えられる．こ．のTSAの抽出3四19），およびその免疫学的
特異性に関して多くの．知見が報告されている．今日多く用
いられるTSAの抽出法として3MKCIなどの塩類によ
る方法3心15），papainのような酵素による方法16・17＞，　nitro－
ge 　cavita．tiOnによる方法18），さらにdeterge血tによる
方法19）などがある．抽出され．たTSAの検索にも加τ吻。，
加’紘7’oの方法にわたり，種々の解析法が試．みられてい
る．なかでもリンパ球腫瘍混合培養（MLTI）による免疫リ
ンパ球の幼若化反応は，感作リンパ球のfπ瞬7ηにおけ
るTSAに対する免疫反応をみる方法として，動物癌7・10，
20～24）のみならず，入営25）においても広く用いられてい
る．動物腫瘍において今日まで行なわれているMLTIの
多くは，Vif囑誘発腫瘍の腫瘍抗原と担癌動物免疫細胞と
117
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の混合培養であり20四23），化学誘発腫瘍の腫瘍抗原を用いた
研究は比較的少ない10鋤．
　一方，癌患者，担癌動物において，遅延型過敏反応や，
リンパ球幼若化反応など，細胞性免疫能の低下が認められ
ることは，広く知られている26）・また内沢25＞は，これら担
癌生体の細胞性免疫の低下が，病期，および予後と相関の
あることを認めている．これら担癌生体における細胞性免
疫抑制機構は，血清中抑制因子27，28）によるものと，抑制細
胞20削23・29～38，40～42）セこよるものとにわけられる．細胞性免
疫に対する二二生体の血清中抑制因子については，最：初
Cooperband　8苑Z．27）によって報告されたimmunoregul－
atory一α一globulin（IRA）をはじめ多数の報告がある28）・
一方担癌動物の免疫抑制細胞に関する報告も多く認められ
る．抑制細胞として今日まで報告されているものは，T細
胞29－32・40～42＞，B細胞33，34），およびマクロファージ20阿23，35阿
38，40・41）に分けられる．このような抑制細胞による腫瘍免
疫の抑制は，腫瘍細胞のいわゆるescape　mechanismを
説明するものとして注目される．
　著者らは，WKA系ラットに3－MCで誘発した線維肉
腫について，3MKCIによるTSAの抽出を試み，抽出
抗原の特異性をMLTIを用いて検討し，さらに担癌動物
におけるリンパ球幼若化反応の抑制細胞を検討した．
2　実験方法
2・1実験動物
Wistar－King－Aptekman（WKA）系およびACI系近交
系ラット2～3ヵ月の雌雄の成体を用いた・
2・2腫　　瘍
WKA系ラットの3－MC誘発線維肉腫（KMT－17，
KMT－50，　KMT－1！4，　KMT－118）および同じくWKA系
ラット3’一methyl－dimethylazobenzene（DAB）誘発肝癌
（DAB－1，　KDH－9）を用いた．　KMT腫瘍はcholesterol
pellet（MC量：として10　mg）をWKAラット背部皮下に
注入して誘発された線維肉腫である．KMT－17，　KMT－50
は腹水型腫瘍であり，他のKMT腫瘍，およびDAB誘
発肝癌は皮下への同系継代移植により維持されている．
2・3　免疫方法
　結紮開放法1）による免疫を用いた．すなわちKMT－17
腫瘍を同系ラットに107個皮下接種し，腫瘍接種後約5日
後の直径約2cmに達した時期に，腫瘍の基部を輪ゴムで
結紮し，宿主と腫瘍との間の血流を遮断した．結紮した輪
ゴムを24時間後に開放し，宿主と腫瘍間の血流を開放し
た．腫瘍は壊死に陥り吸収され，1～2週で痂皮となって脱
落する．この後は隔週に107個の腫瘍細胞の皮下移植で
boostした．最終booster後2～3週目のものを免疫動物
として用いた．
2・43MKC1による腫瘍抗原の抽出
　3MKCIによるKMT－17腫瘍抗原の抽出は，　MoCoy
ε‘α乙3）の変法を用いた．WKAラットKMT－17腹水腫
瘍を腹腔より採取し，腫瘍細胞に混在する赤血球は，809
3分間の遠沈で4回洗浄除去した．洗浄した腫瘍細胞
packed　volume　1に対し3MKC19を加えて，4℃18～
24時間撹拝した．これを100，00091時間遠沈し，上清を
100vo1のphosphate－buffered　saline（PBS）で24時間
透析した．その後40，00091時間遠沈して上澄をMinic。n
B－15（Amicon，　Corp，　Lexington，　Mass．）で10倍に濃縮，
一90。Cで保存した．使用にのぞみ，　spectrophot・meter
のOD　280で蛋白濃度を測定し，培養液で適当な濃度に希
釈し，millipore五lterを通して使用した．
2・5　培養液と細胞浮遊液
　培養液はRPMI　1640（日水製薬，東京），10傷FCS（Fetal
calf　serum，　Microbiological　Associates，　Bethesda，　Md．）
penicillin　1001U／m1，　streptomycin　100μg／m♂，　pH　7．2
に調節した．培養tubeは，　Falcon　2005を使用した．脾
臓，胸腺より得た細胞は，PBSにて3回洗浄し培養液に
浮遊させる．脾臓又は臓腺をハサミで小片に切り，これを
2枚のslide　glassの間にはさんで圧弛した後，200　mesh
stainless　steel　screenを通した．混在する赤血球は，
0．83瑠NH4Clで室温5分間処理により除去した．
2・6　リンパ球幼若化反応
　MLTIにおいては，　Falcon　2005　tubeに最終booster
後2週目の免疫ラット脾細胞を106個／m♂となるように調
節し，これにKMT－17腫瘍3MKC1抽出抗原を最：高濃
度200～400μ9／m♂となるように加えた．これを5％炭酸
ガスのCO2－incubatorに37。C　7日間培養した．
　リンパ球幼若化反応の測定は細胞消化法によった．培養
終了18～24時間前に3H－TdR（speci五。　activity　18．5　Ci／
mmol，　The　Radiochemical　Center，　Amersham，　Engl－
and）1μCiを加え，培養終了後500910分間遠：沈し上澄
を捨てた．沈丁を40Cの5％Trichloroacetic　acid（TCA）
で2回洗浄した後，各tubeにSoluene　350（Packard）
を0．5mZずつ加え，これをscintillation　vialに移し，さら
にvialに10　mZのscintillation　liquid（POPOP　1001ng，
PPO　4　mg，　Toluelle　l　J）を加え，　Beckman　LS－250
scintillation　counterで測定した．　Mitogenによるリン
パ球幼若化反応においては，Falcon　2005　tubeにリンパ
球106個／mJ，　PHA　1．25μ〃mzと最終濃度を調節した．こ
れをCO2－incubatorで72時間培養し，培養終了2時間前
に3H－TdR　1μCi加え，次いでMLTIと同様に細胞を
harvestした．
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　Mixed　lymphocyte　culture（MLC）によるリンパ球幼
若化反応はFalcon　2005亡ubeにstimulatorとしてmito－
Inycin　C（MMC）37。C　30分処理したACIラット脾細胞，
responderとして，未処理WKAラット脾細胞を各々
106個／m♂となるように加え，6日間CO2－incubatorで
培養した．培養終了2時間前に3H－TdR　1μCiを加え
harvestはMLTI　PHAと同様に行なった．
2・7　担癌動物脾細胞および胸腺細胞によるリンパ球
　　幼若化抑制作用の測定
　MLTI又はPHA，　MLCによるリンパ球幼若化の系に
担癌脾，又は担癌胸腺細胞を106個／mZ加えて培養した．
対照としてリンパ球幼若化反応の系に正常脾，又は胸腺細
胞を106個／m♂加えて培養し，　リンパ球幼若化反応を前述
のように測定した．
2・8　反応細胞の解析
　ガラス付着細胞は培養液に2x107個ノ1nJの脾糸田胞浮遊
液をガラス角ビン内で37QC　1時間静置することにより除
去した．T細胞除去にはlshiB’α♂39）の抗うットT細胞
血清と補体を用いた．この抗うットT細胞血清について
の詳細はすでに報告してあるが，その作製方法を簡単に述
べると以下の通りである，WKA系ラットリンパ節細胞
浮遊液をnylon　wool　columnに通し，　B細胞およびマ
クロファージを可及的に除去して，T細胞rich　fraction
を得る．この細胞浮遊液2×106個を家兎に3回静注し，
最終静注後1週目に採血した．得られた抗血清を同系赤血
球，同系腫瘍細胞（KMT－17，　KMT－50）で完全に吸収し，
抗T細胞血清を得た．その特異性の検定についても既に
報告した．この抗うットT細胞血清15倍希釈と，補体，
および脾細胞浮遊液（5×106個／m♂）を等容量ずつ混じ，
37℃30分間incubateしてT細胞を除去した．この際死
細胞はtrypan－blue－dye　exclusionでcheckした，この
処理後PBSで5回洗浄した．
2・9中和試験（Winn　tes亡）
　免疫ラット脾細胞と腫瘍細胞の比が25：1となるように
同系ラット皮下に移植し，移植後8日目の腫瘍重量を測定
した．対照として正常ラット脾細胞と腫瘍細胞を2511で
接種したものを用い，実験群との比をとった．
2・10　リンパ球幼若化率の算出
　抗原添加群（腫瘍抗原，PHA）と抗原非添加群の放射活
性の比率であらわした．
　Stimulation　Index（S．1．）
　　　　（PHA，腫瘍抗原十リンパ球＞cpm．
　　　　　　（培養液十リンパ球）cpm
3　結　　果
3・1MLTIの猛ロeticsと特異性および反応細胞の同定
MLTIの至適培養期間は7日間で（Fig．！）培養終了18～
24時間前に3H－TdR　1μCiを加える．　MLT工に用いる抽
出抗原至適濃度は200～400μg／m♂で，以下のMLTIはす
べて培養日数7日間，抽出抗原最終濃度200～400μ9／mZ
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Fig．1　Time　course　study　and　dose　responses
　　　　in　MLTI．
TablelT〃π8‘・μ’w6∬αめ’の「ら・〃ψん。‘，ツ’65オ’〃認‘z一
　　　　　孟競硲孟（MLTI）α’τ4鶴”LOrπe厩’閥αご‘z而ω～
　　　　　オω孟（Winn）
spleen
cellS d・yS　s、、器艦yl宣，tWinntest
rlormal
工mmune 7
14
21
48
1．02±0．04＊
3．23＋0．08
6．15±0．05
2．32±0．07
2．69±0．11
1800＋156＊＊
221＋48
　52±32
1753＋285
　　nd
＊　mean　SI±standard　error，
＊＊@mean　tumor　weight（mg）±SE．
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Table　2角）8ぐザ‘吻げ4y〃ψ1zoゐZα諾08－8η65ガ∫（MLTI）（ゾKM7Lエ7加〃鷹7庸84砂Z86’z
f〃5∫彦伽z竹工厩祝，励3MKαα〃u飾（ゾて，α7摺’oz‘5孟‘‘〃LO／4ぐ8♂Z∫
KMT－17
1 2 KMT－50　K：MT－114　KMT－118　DAB－1K：DH－9
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nd
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1．00
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nd
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1．00
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2．92
2，73
Dd
2．68
1．00
2．38
227
1，89
nd
1．73
1．00
nd
3．29
nd
3．33．
nd
1．00
nd
O，65
nd
nd
O．83
1．00
nd
nd
nd
nd
1，22
＊　eXtraCt　COnCentratiOn（μ9／rnの．
＊＊　stimulation　index，
の条件で行なった．免疫ラット最終booster後2週目の
MLTIが最も高いS．1．を示し（Table　1），48日目でもな
おかなりの反応性を保っていた．
　MLTIにおいて3－MC誘発腫瘍間では交叉反応性が認
められるが，DAB誘発腫瘍と3－MC誘発腫瘍間では，交
叉反応性は認められなかった（Table　2）．　MLTIに用いる
免疫脾細胞を抗T血清と補体で前処理しておくと，S，1，は
低下して／前後となる，したがってMLTIにおいて反応
している細胞はT細胞であると考えられる（Table　3）・
3・2中和試験（Winn　test）とその反応細胞の同定
　　（Table　4）
　結紮開放法により同系腫瘍で免疫されたラットは，腫瘍
再移植に対し抵抗性を持ち，その脾細胞を用いた腫蕩中和
試験も陽性の成績であった．
　この免疫ラット脾細胞を抗T血清と補体で前処理した
後中和試験を行なうと，免疫脾細胞による中和能は失なわ
れ，又nylon　woQl　columnでB細胞，マクPファージ
を除いても中和試験は成立することより，中和試験におい
ても腫瘍抵抗性に働いている細胞はT細胞であると考え
られる．
　最：終boosterから14丁目の免疫脾細胞を用いた中和試
験において，最も強い腫瘍抵抗性が認められた（Table　1）．
このように中和試験，MLTIともに，最も強い活性が認め
られるのは最終boosterから14日目の免疫脾細胞であり，
又作用しているのはT細胞である．しかしその後の活性
の変化を見ると，MLTIでは最終booster後48日目でも
S，1，2．69と反応性が保持されているのに対し，中和試験で
は21日目になるとほとんど活性が認められなかった．し
たがってMLTIと中和試験で作用しているのはともに
Table　3雌6’げα’2躍丁∫61層μ〃τoηζy’ノψhOCIy診d
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norma1
immune＊＊＊
medium十C
medium±C
anti－T±C
nylon　woo1
25：1
25＝！
25＝1
25二1
！327±331
　49＋41
1207±412
　54＋29
100．0
3．7
91．0
4．1
　＊
＊＊
＊＊＊
attacker　tO　tumor　cell　ratiO．
tumor　weight（immune）／tumor　weight（normal）XlOO％，
WKA　rat　immunized　repeatedly　with　syngeneic　sarcoma（KMT－17）．
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T細胞であるが，それぞれ別のsubsetに属するT細胞で
ある可能性がある．
3・3　担癌動物の抑制細胞
　免疫動物，正常動物，担癌動物，各々の脾細胞を用いて，
MLTI，　PHAおよびMLC，を行なった．　MLTIにおい
ては免疫脾細胞を用いた時に，またPHA，　MLCにおい
ては正常脾細胞を用いた時にリンパ球幼若化反応が認めら
れている．しかし担癌脾細胞を用いた時には，MLTI，
PHA，　MLC，すべてS，1，1前後でリンパ球幼若化反応は
認められていない（Table　5）．
Table　5　Coηψαノu〃乙・65魏4185ガπMムTろ朋・4，　M五C
　　　　　’65’5ろ：yz‘珈9膨躍z‘「幽プラη〃ゐノz・’フηαz，
　　　　　旗，刀．07㌔ゴ〃〃〃麗π詑847・α彦5
responding
cells
lymphoblasgenesis　with
MLTI PHA MLC
normal
bearer＊＊
AD（一）
AD（＋）
1rnmune
1．02十〇．04＊　　　5，17±0．25　　　3．23±0．23
0．91±0．06　　　1．55±0．31　　　1．39±α07
1．21±0．07　　　　6．73±0．74　　　5．17±0．25
6．15±0．05　　　　　　　nd　　　　　　　　nd
＊　stimulation　index（mean±SE）．
＊＊KMT－17　bearer　late　stage．
　　AD（一）二no　treatment．
　　AD（一ト）：glass　adherent　cell　depletion．
Table　6　7珈8ωz〃等θ伽の（之プ脳ら’〃ψん。う♂α∫∫o£’8η8∫zl亨
　　　　　（MLTI）ゐッ功」86／zビ認∫ノ｝η〃呂Kム47Lエ7々〃〃or
　　　　　加αノ8’πg1η玖∫
Stimulation　index
　担癌動物脾細胞のリンパ球幼若化反応を，経時的に担癌
初期から末期まで観察した（Table　6＞．全経過を通して，
抽出抗原またはPHAで担癌脾細胞を刺激しても，　S，1，は
1前後であった．そこで担癌ラット脾細胞からガラス付着
法 よりマクロファージ除去後，PHAまたは腫瘍抽出抗
原で刺激した．このマクロファージ除去によりPHAで刺
激された担癌細胞はリンパ球幼若化が回復するが，腫瘍抗
原で刺激された方は，一等のごく初期を除いてリンパ球幼
若化の回復は認められなかった．したがって，担癌動物の
脾細胞がPHA刺激に反応しないのは，担癌脾細胞中のマ
クロファージの抑制効果によるものと考えられる．また
MLCにおいてもPHA同様に，担癌脾細胞のマクPファ
ージによる抑制効果が認められた（Table　5）．
　ガラス付着細胞を除去することによって，latex貧食能
を持つ細胞が1傷以下となり，したがってマクロファージ
はガラス付着法により99傷除去されたと考えられる．
　この担癌動物における抑制細胞をさらに検討する目的
で，MLTIまたはPHAによるリンパ球幼若化の系へ，担
癌胸腺細胞または骨細胞を加えた．MLTIにおいては，二
二胸腺細胞または脾細胞を加えることによりそのリンパ球
幼若化反応が抑制されたが，PHAにおいては，担癌動物
脾細胞によってのみそのリンパ球幼若化が抑制され，担癌
動物胸腺細胞では抑制が認められなかった（Table　7）．
Table　7　＆ψρ’漕θ∬油8喚‘’ρプ疏ッ〃媚。，・砂Z召8πごθ♂Z5
　　　　　ノ〉η〃Z彦π〃70ハん8α’でroη砂〃ψ乃αγ85”〃認α一
　　　　　’ゴ。ノπ傭（MLTI，　PHA）
days　after
　tumorchallenge驚「ent・x・・ac・　PHA　　　　　　400＊　　　　200＊　　　　　1，25＊＊
cells　added
to　culture
Oday
3day
4day
十
十
十
nd
nd
0．92
2．59
1，28
1．85
nd
nd
nd
nd
nd
nd
stimulation　index（mean±SE）
MLTI PHA
1．49
0，64
5．2
7．10
1．10
7．10
1．56
6．70
　む　　normal
　thymUS
　spleen
tumor－1〕earer＊
　thymus
　spleen
2．69±0．11
5day
6day
14day
十
十
十
0．68
0．48
0．72
1．83
2．53±0．42
2．55±0．52
134一ト0．12
1．44±0．31
15．64十〇．81
0．76
0．49
0．95
0．63
0．68
1．51
11．86±0．55
13．95±0．74
17．21＝ヒ0．08
3．78±0．06
nd
nd
nd
nd
1．85
5．28
＊KMT－17　tumor　bearer，　late　stage．
＊　μ9／ln乙
＊＊ ﾊ〃m乙
　次にこれら担癌動物の胸腺，および脾臓の抑制細胞を同
定する目的で，これらの細胞を抗T血清と補体処理した後
MLTIの系に加えた（Table　8）．この処理によって胸腺の
抑制効果は失なわれたが，脾の抑制効果は影響を受けなか
った．したがって担癌動物胸腺の抑制細胞はT細胞であ
り，MLTIのみを抑制すると考えられる．
　担癌動物脾臓の抑制細胞を同定する目的で，担癌脾細胞
よりマクロファージ除去後MLTI，　PHAの系へ加えた
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Table　8　E挽。’（ゾ」ウア「θオノで‘z田刀z67z’げ5μ勿解∬oプご8♂お
　　　　　　　　ノ｝・0〃ゐ　孟㍑〃30ノ㌔68αノr81－　τσπん　αノπ～L7可　581一㍑1π
　　　　　　　　ωzむ〃4）ゐ。《ソ’8立ど〃z祝Zαオfoη　館5孟（MLTI）
cens　added
to　culture＊ treatment　SI＊＊＊（mean±SE）
none
tumor－bearer率＊
　thy．mus
spleen
medium十C
anti－T十C
medium十C
anti－T十C
2，32一ト0．07
1．43十〇，11
2．57±0．07
0，91一ト0．11
1．04＋0．22
　＊ilnmune　spleen　cells　were　cultured　with　3　M
　　　　KCI　extract　from　KMT－17，
＊＊KMT－17－bearer，1ate　stag．e．
＊＊＊　stimulati．on　index．
（Table　9，10）．この担癌脾細胞よりマクロファージを除去
することによりPHAへの抑制効果は．失なわ．れたが，MLTI
への抑制効果は失なわれなかった．またMLCによるリン
パ球幼若化反応への．担癌脾細胞による抑制効果も，マクP
ファージを除去することによって失なわれた（Table　11）．
したがってPHA，　MLCへの担癌脾抑制細胞はマクロファ
ージであるが，MLTIへの抑制細胞はマクロファージとと
もに，別な抑制細胞の関与が示唆される．
　　そこで担癌脾細胞よりマクロファージ除去後，さらに抗
T血清と補体で処理してMLTIへ加えたところ，　MLTI
への三二脾による抑制効果は失なわれた（Table　12）・した
Table　l　1皿65π遅ηで∬加8顔謬。’（ゾKハ4T一エ7み8αアー加9
7u孟5ρ♂887z‘8♂廊。πMムCフで曜）oπ56∫
stim＊ 　　＊＊sup ad　dep＊＊＊ cpm±SE
Table　9　E換6’げ8・1α∬α4h82ぞ彫‘8〃4ψ♂θ々07～
　　　　　　　　qブ5㍑勿プ85∫07　6θ〃5ノラ「07πオ％ノη02㌔6βα7で2’
　　　　　　　　oπ　砂ηψん。‘ツ’8∫’カηz4詫々。／z’θ5孟（PHA）
WKA
十
十 十
5943±　847
2370±　311
6256＝ヒ1025
cells＊．added
to　culture＊＊
adherent　celldepletionS．1＊＊＊（mean±SE＞ ACI
none
ye．S no
3．24＋0．41
1．92＋0．08
2．74＝ヒ．0，19
十
十 十
19197±1372
　5620±　314
11360±　636
ye．s yes
　＊
　＊＊
＊＊＊
spleen　cells　from　KMT－17　bearer．
nor血al　spleen　cells　were　stimulated　with　PHA．
stimulation　index．
Table　10　エ励6’　げg♂α∬α4んβノ門8ηオ‘6”4β1）Zβ’∫oη
　　　　　　　　　6ゾ5z6”1『8∬OrOθ”∫ノ〉η2π∫zρπ0ノ噂ゐβα1『召ノ弓
　　　　　　　　　07zり〃ψん。ごγ65オ加πZα’加オ85孟（MLTI）
　＊
　＊＊
＊＊＊
responder．cens　were　WKA　spleen　cells．
stimulator　cells　were　treated　with　MMC．
KMT－17　tum．or　bearing　rat　splee血cells．
adherent　cell　depletion　from　KMT－17　tumor
bearlng　rat　spleen　cells．
ExpNo cells＊　addedto　eulture＊＊adherent　cell　SI＊＊＊depletion　　　（mea11±SE）
Table　12　E挽。’の〔’ノ）7”8オ7でα’ノ〃8πオ（ゾ銘ψρ7’＆∬07囑f4Z∫
　　　　　　　　　ノ〉リノπ’Z〃ノ’．07㌔ゐ6α7畠61傅エσ～「孟んαη彦∫囎丁∫87「那～παη4
　　　　　　　　　8一ぬ556Z6洗87でπオ‘ヲ8♂Z　4｛4）Zθ彦ゴ0η0ηりηψゐ06ツ∫〔ノ
　　　　　　　　　5勧診z‘傭加彦8∫彦（MLTI）
！
2
3
non．e 5．29±0．41
3．14＋0．17
2．15±0．48
Exp
No．
cells＊added
to　culture＊＊
adherent
cell
depletion
anti－T　SI＊＊＊
十C　　（mean±SE）
yes
y．es
none
yes
yes
none
yes
yes
no
yes
no
yes
no
yes
4．11→一〇．64
1．41±0．06
0．76＋0．09
7．65十〇．74
1，74±0．26
1．60±0．21
1
2
no．ne
yes
ye．S
yeS
none
yes
yes
yes
no
yes
yes
no
yes
yes
no
no
yes
no
nQ
yes
299±0．19
0．39±0，04
1，46±0．15
2．09→一〇．48
2．88±0．23
0．90±0．07
1ユ5一←Q．！5
2．19±0．10
＊
＊＊
＊＊．＊
spleen　ce11．s　from　K：MT－17　bearer．
immune　spleen　w．ere　stimulated　with　3　M
KCl　extract　from　KMT－17，
stimulatio．n　index．
　＊
＊＊
＊＊＊
spleen　cells　frQ皿KMT－17　bearer　late　stage．
immune　spleen　cell．s　we．re
3MKC1．
stimulation　index，
stimulated　with
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がってMLTIへの担癌脾による抑制作用には，マクロフ
ァージとT細胞の両方が関与していると考えられる．
　これらリンパ球幼若化反応に抑制効果をおよぼす担癌抑
制細胞が，中和試験にも抑制的に働らくか否かを検討した
（Table　13）．担癌動物脾細胞，胸腺細胞ともに中和試験に
対する有意の抑制効果は認められなかった．したがってわ
れわれの実験系における担癌動物抑制細胞は，リンパ球幼
若化反応によってみられるT細胞の抗原認識過程には効
果をおよぼすが，標的細胞障害過程にはその効果を証明で
きなかった、
Table　13。瞬ぐオσ吻〃朗5・r畷66ηごθ♂Z5プヲηチπ
　　　　　　魏〃ZO1㌔ろ8αノー87・0ηπ8班7πZ詑α廊0ηオθ∫’＊
cells　added
to　Winn　testtumor　weight＊＊　　ratio＊＊＊
none　normal
　thymus
　spleen
tumor－bearer
　thymus
　spleen
tumor　alone
204＋31
200十44
183±72
283十85
276＋208
2357十207
8．7±1．3
8．5±：1．9
7．8±3．1
12．0±3．6
11．2±8．8
100．0±二8．8
　＊KMT－17＝immune　cell：bearer　cell＝1×106；
　　1×107：5×107．
＊＊@tumor　weight　was　measured　7　days　after　the
　　injection．
＊＊＊@tumor　weight（experimental）／tumor　weight
　　（tumor　alQne）×100（％），
4　老　　察
　本研究により，腫瘍免疫の成立に主としてT細胞が関与
していることが明らかにされ，一方担癌生体にはこの反応
を抑制する細胞が存在し，その1つはT細胞のあるsubset
であり，もう1つはマクロファージであることが示され
た．またこれらの研究を通じて，3MKCI抽出抗原中に
腫瘍特異抗原の含まれていることが証明された．
4・1腫瘍特異抗原の検索
　多くの化学発癌，またはvirus発癌においてTSAの抽
出が試みられ3～19），抽出された抗原の腫瘍特異性の検索を
目的として加面τ012僧14，17，18），〃Zて・ど彦1－06，7・10，11・15），の方法
が行なわれている．加τ，云し，・12一14，17，18＞の方法としては抽
出抗原単独12・14，17，18），または抽出抗原とFCA13）により免
疫した動物の腫瘍移植抵抗性を見る方法がある・このよう
に抗腫瘍効果を指標として抽出抗原の腫瘍特異性をみるの
は，腫瘍免疫の把握には最も合理的な方法であると考えら
れる．しかしこの腫瘍抽出抗原による免疫動物の腫瘍抵抗
性の誘導の成否は，実験系により一定せず，Henriksen　8’
磁17），Meltzer砿α♂13），　Takizawa　6孟α♂．14）は，抽出腫瘍
抗原による免疫で腫瘍抵抗性を誘導しているが，Emble－
ton12），　Baldwin　8’α♂．18）は，抽出腫瘍抗原による免疫で，
腫瘍抵抗性を誘導していない，我々も3MKCI抽出腫瘍
抗原とFCAによる免疫動物において，はっきりとした腫
瘍抵抗性を誘導することはできなかった．一方名取ら16）
は，我々と同じWKA系ラットKMT－17腫瘍よりpapain
で抽出した腫瘍抗原中に，むしろ腫瘍増殖を促進する因子
を見出している．このように，抽出腫瘍抗原による免疫で
腫瘍抵抗性が誘導されるか否かは，実験動物腫瘍問の差の
みならず，抽出方法や，免疫方法など様々な因子が関与し
てくると考えられる．
　抽出抗原を用いた加窃ooのもう1つの方法である皮
膚反応についても多く試みられているが，これも抽出抗原
に対し陽性9，10）となるもの陰性7，8）となるものがあり一定
しない．さらに，Pananjpe　and　Boon8）はskin－test陽
性の免疫マウスに抽出抗原を腹腔内接種すると，むしろ
skin－testが抑制されることを認めている．
　このように初τ励。の手段を用いた腫瘍抗原の解析方
法は，全体としての腫瘍免疫の把握には好都合だが，生体
側の種々の因子が関与してくるため解析が非常に複雑なも
のとなる．したがってより単純化した系で腫蕩抗原の解析
を行なうため勿画孟1’oの方法が用いられる．Zηて・伽ηの
方法としては，MLTI7，10・20～24），　MIFlo），　cytotoxicity
inhibition　test6・11・15＞，およびADCC　block15），などが用
いられる。掬τ吻ηの方法は腫瘍免疫のごく一部を見て
いるに過ぎないという欠点はあるものの，その定量性や，
各因子に分けて分析できること，および人皇への応用が容
易であるなどの点で有用である．我々も3MKCIにより
抽出した抗原の腫瘍特異性をMLTIによるリンパ球幼若
化反応を用いて検討した．我々のMLTIによるリンパ球
幼若化反応は，免疫動物の星細胞を用いた時にのみ起こる
反応であり，腫瘍特異性が認められる．このMLTIによ
るリンパ球幼若化反応は，正常，担癌動物では起こらず，
腫瘍移植抵抗性を有する免疫動物では常に起こる反応であ
る．しかしMLTIが陽性である動物が必らずしも腫瘍移
植抵抗性を有するわけではなく，可溶性抗原による免疫動
物においては，MLTIと腫瘍移植抵抗性との間に解離が
見られる．すなわち，可溶性抗原による免疫動物において
は，MLTIによるリンパ球幼若化は誘導されるが，腫瘍
移植抵抗性は誘導されない（data未発表）．　これらのこと
は，MLTIが個体の腫瘍抗原に対する感作状態を反映す
るが，それが直接腫瘍移植抵抗性に関与するcytotoxic
lymph。cyteの誘導と結びつかないことに起因すると考え
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られる．以上のことより，このMLTIは，生体の腫瘍に
対する免疫応答のparameterとして有用であるとともに，
抽出腫瘍抗原の腫瘍特異性の解析にも有用であると考えら
れる．
4・2　担商動物における抑制細胞
　担癌動物に認められる抑制細胞に関して，抑制T細胞
29～32・40卍42），抑制B細胞33・34），および抑制マクロファージ
20卍23・35～38，40，41）の報告がある．我々も3－MC誘発腫瘍担
癌動物に2種類の抑制細胞があることを認めた．一つは
MLTI，　PHA，　MLC，などによるリンパ球幼若化反応を非
特異的に抑制する抑制マクロファージであり，もう一つ
はMLTIによるリンパ球幼若化反応のみを抑制する抑制
T細胞である．今日まで報告されているリンパ球幼若化反
応への担癌動物抑制細胞は，腫瘍の発癌形式によって，お
おむね二つに分けられる．一つはvirus誘発腫瘍担癌動
物における抑制細胞である20～23・33，34・36）．virus誘発腫瘍
玉高動物に認められるリンパ球幼若化反応の抑制細胞は
Gorczynski33），　Kirburn　8オ磁34）の抑制B細胞の報告を
除くと，すべて抑制マクPファージ20岬23，36）であり，抑制
T細胞が関与するという報告は今日まで認められていな
い．Virus誘発腫瘍担癌動物では，　Con　A22），　PHA20～22），
LPS22），　MLC22，36），およびMLTI20～23）によるリンパ球幼
若化反応がすべてマクロファージによってのみ抑制されて
いる．したがってMLTIにおいてもvirus誘発腫瘍紙冠
動物脾細胞よりマクロファージを除去しただけで，リンパ
球幼若化の回復が認められる．一方化学誘発腫瘍担癌動物
におけるリンパ球幼若化反応の抑制細胞は，抑制マク12フ
ァージ38・40）とともに抑制T細胞40）の報告がある・Eigert
and　Farrar4。）の3－MC誘発腫瘍担癌動物におけるpoly－
clonal　mitogenやMLCによるリンパ球幼若化反応への
抑制は，抑制T細胞，抑制マクロファージ両方の作用を
受けている．しかしPope　8’α乙38）の3－MC誘発厘瘍版
画動物のpolyclonal　mitogenによるリンパ球幼若化反
応への抑制細胞は，抑制マクロファージだけである．
　以上はリンパ球幼若化反応に対する非特異的な抑制細胞
であるが，我々の3－MC誘発腫瘍担癌動物に認められる
抑制細胞は，リンパ球幼若化反応を非特異的に抑制する抑
制マクロファージとともに，MLTIによる腫瘍特異的リ
ンパ球幼若化反応を抑制する抑制T細胞が関与している
ことが明らかにされた．この点は，virus誘発腫瘍担癌動
物とは違ったメカニズムの抑制効果と考えられる．このよ
うに我々の3－MC誘発腫瘍海戦動物にMLTIへの抑制細
胞が存在することは確かめられたが，この担頭熱細胞より
抑制細胞を除去した細胞が，virus誘発腫瘍担癌動物と同
様に，MLTIでリンパ球幼若化を起こす能力を保持して
いるか否かは不明である．この解析にはT細胞をいくつ
かのsubsetに分ける手段が必要と考えられる．又3－MC
誘発腫瘍隷書脾細胞を用いたElgert　and　Farfar40）と異
なり，我々の抑制はpolyclonal　mitogenによるリンパ球
幼若化に対し，抑制T細胞の関与が認められない．POpe
8’αZ．38）の抑制細胞とは，polyclonal　mitogenに対する
抑制効果に関しては，われわれのと同様の抑制メカニズム
が作用しているように考えられるが，MLTIに対する抑
制は検討されていなく，その点の異同に関しては不明であ
る．ただし彼らの抑制細胞はPFCに対しても抑制作用が
あり，T細胞依存性PFCへは，抑制マクロファージとと
もに，抑制丁細胞も作用している41）．
　担癌動物における抑制マクロファージの作用機序として
Kruisbeek　and　Hees35），　Elgert　and　Farrar40）らは，マ
クロファージの数の増加による抑制を想定している．我々
の実験系においても，正常にくらべて担癌状態では脾臓の
マクロファージが3～4倍に増加しており，加て，加ηでは
マクロファージのリンパ球幼若化への抑制作用が，マクロ
ファージの数の増加による可能性が考えられるが，また質
的populationの差も否定できない．
　担癌動物における抑制細胞に関して，これらリンパ球幼
若化反応に対するものとともに，腫瘍細胞障害過程を抑制
するものや30，31・42），抗体産生に対する37）抑制細胞の報告
も認められる．Fujimoto　6彦α♂．30・31）1よ免疫動物の腫瘍抵
抗性を用いて，MC誘発空読動物脾臓，および胸腺中に，
腫瘍細胞障害過程に対する抑制細胞が存在することを示唆
した，この抑制細胞はT細胞であり，その抑制には腫瘍
特異性が認められている．一方Levyαα乙42＞は51Cr腫
瘍細胞障害試験を用いて，mastocytQma担癌動物におけ
る抑制細胞 検討を行ない，抑制細胞はやはりT細胞で，
その抑制には腫瘍特異性が認められるとしている．このよ
うに，腫瘍細胞障害過程に対する担癌動物抑制細胞はT細
胞であり，かつまた腫瘍特異的な抑制効果を示すものが多
い．しかしFernbach砿α乙36＞の抑制マクロファージは，
リンパ球幼若化反応への抑制とともに，弱いながらも，腫
瘍細胞障害過程にも抑制的に作用するとしている．我々も
中和試験を用いて担癌脾細胞の腫瘍細胞障害性に対する影
響を検討したが，抑制効果は認められなかった．
　謡扇動物血清のMLTIによるリンパ球幼若化に対する
抑制効果についても検討したが，担癌血清濃度4勿で正常
動物血清との間に明らかな差は認やられなかった（data未
発表）．また上出ら43）は，KMT－17脳内接種担癌動物血清
のPHAによるリンパ球幼若化に対する影響を検討した
が，やはり正常動物血清との間に明らかな差を認めていな
い．したがって我々のKMT－17担癌動物血清中には，リ
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ンパ球幼若化反応に対する抑制因子は誘導されなかったと
考えられる．
　以上免疫動物における腫瘍抗原の認識，および担癌生体
における細胞性免疫低下の細胞間相互作用に関して若干の
考察を試みた．人癌においても，担癌宿主の腫瘍抗原の認
識および細胞性免疫能の低下カミ，種々のP・・am・t・・を
凧・て明らかにされつつある・踊子においても撫の実験
結果において得られたような，丁細胞マク・ファージを
主体とする細胞間相互作用の存在することが推定され，
1πて伽0で解析しうる可能性が示された．したがって今
回の動物実験の結果は，人癌の細胞性免疫調節機構解析へ
の基礎dataとなりうると考えられる．
5結 論
WKAラット3－MC誘発線維肉腫（KMT－17）を用い
てTSAの検出，およびその特異性を検討し，また担癌
ラットにおける抑制細胞の検討を行なった．KMT－17線
維肉腫．より3MKCIを用いて抽出したTSAとK：MT－17
：免疫ラッ1・脾細胞．を用いたMLTIで，腫瘍特異的に陽性
反応が得られ，反応細胞はT細胞である，結紮開放法に
よるK：MT－！7免疫．ラッ】・脾細胞は中和試験が成立し，作
用し．ているのはT細胞である．KMT－17担癌ラッ1・胸腺・
脾臓にはリンパ球幼若化反応への抑制細胞があり，胸腺の
それ．は丁細胞であり，脾臓のそれはT細胞とマクロファ
ージである．T細胞はMLTIのみを抑制し，マクPファ
ージはMLTIとともにPHA，　MLC，なども非特異的に
抑制する．これら担癌動物に存．在するリγパ球幼若化反応
への抑．制細胞は，中和試験に対しては抑制効果を示さなか
った．腫瘍免疫における癌細胞の，いわ．ゆるescape現象
には，これらの細胞による免疫抑制機構が関与していると
考えられる．
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